








































synapses	 en	 visualisant	 la	 colocalisation	 d’une	 protéine	 présynaptique	 telle	 que	
synaptotagmine	1	(SYT1)	avec	un	marqueur	post-synaptique	tel	que	la	postsynaptic	density	
protein	95	(PSD95).	Pour	ce	faire,	nous	avons	préparé	des	cultures	primaires	de	neurones	
DA	à	 l’aide	d’une	 lignée	de	 souris	 transgéniques	exprimant	 la	protéine	 fluorescente	verte	
(GFP)	sous	le	contrôle	du	promoteur	de	la	tyrosine	hydroxyalse	(TH).	Nous	avons	ensuite	
visualisé	 les	 terminaisons	 axonales	 à	 l'aide	 de	 marquages	 immunocytochimiques	 de	
protéines	pré	et	post-synaptiques.	L’analyse	quantitative	des	images	a	été	effectuée	avec	le	
logiciel	 de	 traitement	 d’image	 Image-J.	 Nos	 résultats	montrent	 que,	 via	 l’association	 d’un	
marqueur	 présynaptique	 tel	 que	 SYT1	 avec	 un	marqueur	 postsynaptique	 tel	 que	 PSD95,	
seule	une	minorité	des	terminaisons	établies	par	les	neurones	DA	sont	de	type	synaptique.	
En	 contraste,	 des	 neurones	 glutamatergiques	 du	 cortex,	 établissent	 une	 majorité	 de	
terminaisons	associées	à	un	marqueur	postsynaptique.		
														Nos	résultats	valident	donc	la	mise	en	place	d'une	technique	d'analyse	permettant	de	






their	 structure.	 No	method	 other	 than	 electron	microscopy	was	 previously	 developed	 to	
quantify	synaptic	and	non-synaptic	axonal	varicosities	established	by	DA	neurons.	The	main	
objective	 of	 this	 project	 was	 to	 develop	 a	 method	 for	 the	 quantification	 and	 analysis	 of	
synaptic	and	non-synaptic	terminals	established	by	cultured	DA	neurons.	We	hypothesized	
that	 synapses	 should	 be	 visualized	 by	 the	 colocalisation	 of	 presynaptic	 proteins	 such	 as	
synaptotagmin	1	(SYT1)	and	postsynaptic	markers	like	the	postsynaptic	density	protein	95	
(PSD95).		To	perform	this,	we	prepared	primary	DA	neurons	cultures	from	neurons	obtained	
from	 the	 ventral	 mesencephalon	 of	 TH-GFP	 transgenic	 mice.	 We	 then	 used	
immunocytochemistry	 and	 confocal	 microscopy	 to	 localize	 markers	 of	 the	 pre	 and	
postsynaptic	compartments.	Images	were	quantified	using	the	Image-J	software.	
															Our	 results	 show	 that	 the	majority	 of	 axon	 terminals	 established	 by	 DA	 neurons	
contain	 the	 presynaptic	marker	 SYT1.	 However,	 only	 a	minority	 are	 associated	with	 the	
postsynaptic	 marker	 PSD95,	 compatible	 with	 previous	 in	 vivo	 results.	 In	 comparison,	
glutamatergic	neurons	from	the	cortex	establish	a	majority	of	 terminals	associated	with	a	
postsynaptic	marker.	
															Our	 results	 validate	 the	 establishment	 of	 an	 experimental	 strategy	 allowing	


















































































































































































avec	 les	 travaux	 du	Dr	Arvid	 Carlsson	 en	 1958	 et	 la	mise	 en	 évidence	 de	 la	 présence	 de	
dopamine	 dans	 le	 cerveau	 de	 lapin.	 Aussi,	 il	 a	 été	 démontré	 que	 la	 dopamine,	
neurotransmetteur	de	la	famille	des	monoamines,	intervient	dans	des	fonctions	essentielles	









l’aire	 tegmentaire	 ventrale	 (ATV),	 la	 substance	 noire	 compacte	 (SNc),	 le	 bulbe	 olfactif,	 la	
rétine	 et	 l’hypothalamus	 (Carlsson	 et	 al.,	 1962).	 Cependant,	 la	 très	 grande	 majorité	 des	



























al,	 1975).	 Par	 la	 suite,	 cette	 observation	 a	 été	 rapportée	 dans	 l’ensemble	 du	 système	
monoaminergique	 incluant	 le	 système	 dopaminergique.	 Les	 terminaisons	 asynaptiques,	
appelées	 aussi	 varicosités	 libres,	 ont	 été	 caractérisées	 par	 les	 trois	 critères	 suivants	 :	1)	




asynaptique	 des	 neurones	 dopaminergiques	 du	 mésencéphale	 ventral.	 	 Cependant,	 la	

















Figure	 3	 –	 Représentation	 schématique	 de	 varicosités	 synaptiques	 et	 asynaptiques	








GABA	 (Hirasawa	 et	 al.,	 2012).	 Cependant	 et	 contre	 toute	 attente,	 la	 libération	 de	 ce	
neurotransmetteur	inhibiteur	ne	serait	pas	dépendante	du	transporteur	vésiculaire	du	GABA	
(VGAT),	qui	ne	semble	pas	être	exprimé	par	 les	neurones	DA	adultes.	Des	études	passées	
avaient	 démontrés	 que	 le	 transporteur	 VGAT	 est	 le	 seul	 connu	 pouvant	 transporter	 et	



















asynaptiques	 ?	 Afin	 d’aborder	 cette	 question,	 il	 convient	 de	 considérer	 les	 mécanismes	
connus	de	formation	des	synapses	dans	le	système	nerveux.	
													D’une	 façon	générale,	 le	développement,	 la	maturation	et	 le	maintien	des	synapses	
font	 intervenir	plusieurs	grandes	 familles	de	protéines	dont	 les	plus	 importantes	sont	 les	
neurexines,	 les	neuroligines,	 les	protéines	 tyrosine	phosphatase	 (PTP)	et	 les	 récepteurs	à	





exprimée	 sous	 deux	 promoteurs	 différents,	 alpha	 et	 bêta	 (Ullrich	 et	 al.,	 1995).	 Certaines	
isoformes,	 comme	 la	 neurexine	 1	 et	 3,	 sont	 exprimées	 majoritairement	 aux	 synapses	




singe	 (cellules	 COS),	 en	 contact	 avec	 des	 neurones	 issus	 de	 l’hippocampe	 induisait	
l’agrégation	de	la	protéine	postsynaptic	density	95	(PSD95)	et	de	la	géphyrine	(qui	sont	des	
marqueurs	 postsynaptiques	 des	 synapses	 excitatrices	 et	 inhibitrices	 respectivement).	
Autrement	 dit,	 la	 neurexine	 située	 sur	 la	 terminaison	 synaptique,	 participerait	 via	 des	
interactions	 transynaptique	 à	 la	mise	 en	place	de	protéines	post	 synaptiques	 essentielles	
	 15	
pour	le	fonctionnement	de	la	synapse	(Graf	Er	et	al.,	2004).	Les	neurexines	interagissent	avec	




														Majoritairement,	 les	 isoformes	 1	 et	 3	 des	 neuroligines	 interagissent	 avec	 les	
neurexines	1	et	3	ce	qui	fait	que	ces	protéines	sont	principalement	retrouvées	au	niveau	des	



















en	 2011,	 ont	montré	 qu'elle	 était	 spécifiquement	 impliquée	 dans	 le	 développement	 et	 le	
fonctionnement	des	synapses	excitatrices.	En	effet	des	co-cultures	de	cellules	COS	exprimant	
PTP-σ	 sont	 en	mesure	 d’induire	 un	 regroupement	 de	 la	 sous-unité	 NR1	 du	 récepteur	 N-
methyl	 D-aspartate	 (NMDA)	 et	 de	 PSD95	 sur	 les	 dendrites	 en	 contact	 avec	 ces	 cellules	
neuronales.	En	revanche,	aucune	induction	de	l’agrégation	de	la	géphyrine	n’a	été	observée.	
La	protéine	PTP-σ,	participerait	donc	à	 la	 fonctionnalité	post-synaptique	uniquement	des	








neurones.	 Ces	 protéines	 d’échafaudage	 sont	 retrouvées	 aussi	 bien	 dans	 la	 partie	




													Ce	n’est	 que	dans	 les	 années	1990	que	 les	premiers	 travaux	ont	démontré	que	 les	




													Au	 niveau	 présynaptique,	 on	 retrouve	 la	 protéine	 calmoduline	 -	 dépendant	 serine	
kinase	(CASK)	jouant	un	rôle	dans	le	maintien	et	l’organisation	des	synapses.	Ces	protéines	
CASK	 possèdent	 un	 domaine	 PDZ	 permettant	 d’interagir	 directement	 avec	 des	 protéines	
membranaires	impliquées	dans	la	formation	et	le	fonctionnement	des	synapses	(telle	que	les	



















neurones	 dopaminergiques.	 Egalement,	 et	 à	 ce	 jour,	 aucune	 méthode	 autre	 que	 la	




													Ainsi,	 sur	 la	 base	 de	 ces	 informations	 l’objectif	 principal	 de	 ce	 projet	 était	 de	
développer	 une	 méthode	 d’analyse	 et	 de	 quantification	 des	 varicosités	 synaptiques	 et	
	 19	
asynaptiques	 des	 neurones	 dopaminergiques.	 L’hypothèse	 proposée	 est	 qu’il	 devait	 être	
possible	de	détecter	la	présence	de	synapses	en	visualisant	la	colocalisation	d’une	protéine	
présynaptique	telle	que	synaptotagmine	1	(SYT	1)	avec	un	marqueur	postsynaptique	tel	que	






d’un	 modèle	 de	 neurones	 dopaminergiques	 de	 souris	 in	 vitro	 et	 de	 marquages	
immunocytochimiques	pré,	post-synaptiques.	Pour	l’analyse	quantitative	des	images,	nous	
avons	 pris	 avantage	 du	 logiciel	 de	 traitement	 d’image	 Image-J.	 La	mise	 au	 point	 de	 cette	
méthode	 de	 quantification	 des	 varicosités	 permettra	 par	 la	 suite	 d’étudier	 les	 protéines	



































































nous	 avons	 vérifié	 que	 ce	 type	 de	 culture	 contient	 majoritairement	 (plus	 de	 80%)	 des	










														A	 partir	 des	 co-cultures	 (ATV/SV	 et	 SNc/SD)	 des	 immunocytochimies	 ont	 été	
effectuées	dans	le	but	de	localiser	et	quantifier	la	présence	de	marqueurs	dopaminergiques	

































													La	 microscopie	 confocale	 a	 été	 développée	 pour	 faire	 face	 aux	 limites	 de	 la	
microscopie	optique	classique.	En	effet,	 lors	d’une	acquisition	d’image	avec	un	microcope	
optique	 classique	 à	 partir	 d’une	 préparation	 présentant	 des	 différences	 de	 profondeur,	
l’image	qui	en	résultera	sera	au	foyer	qu’à	certains	endroits.	Pour	pallier	à	cela,	le	microscope	
confocal	 permet	 d’effectuer	 des	 acquisitions	 dans	 un	 seul	 plan	 focal	 tout	 en	 excluant	











														Les	 images	 ont	 été	 acquises	 avec	 un	microscope	 confocal	 (FV	 1000	 de	 Olympus)	
équipé	 d’un	 objectif	 60X	 à	 immersion	 à	 l’huile.	 Toutes	 les	 images	 ont	 été	 acquises	 en	
choisissant	 visuellement	 une	 région	 émanant	 de	 neurones	 individuels	 et	 représentant	
	 25	
clairement	un	segment	d’arborisation	axonale	(prolongement	de	diamètre	fin	et	uniforme,	
décoré	 d’une	 série	 de	 varicosités).	 Pour	 chaque	 culture	 neuronale,	 un	 seul	 champ	 de	













														Après	 avoir	 réalisé	 l’ensemble	 des	 acquisitions,	 chaque	 champ	 de	 terminaisons	
neuronales	a	été	analysé	avec	le	logiciel	de	traitement	d’image	Image-J.		
	






















segment	 d’arborisation	 axonale	 dopaminergique	 contenant	 un	 ensemble	 de	 varicosités	
(synaptique	ou	non).	La	création	d’un	masque	de	sélection	superposé	sur	l’image	originale	
(image	 B,	 en	 rouge)	 rend	 compte	 de	 la	 sélection	 très	 précise	 du	 signal	 correspondant	
spécifiquement	à	des	varicosités	dopaminergiques.	Cette	stratégie	permet	de	sélectionner	
avec	une	grande	précision	le	signal	voulu.		


















														Durant	 l’analyse	 des	 acquisitions,	 le	 principal	 problème	 était	 de	 déterminer	 le	
meilleur	rapport	signal	bruit	ainsi	que	les	critères	permettant	de	garder	le	plus	possible	de	
signal	spécifique.	Les	acquisitions	pour	l’immunomarquage	dirigé	contre	PSD95	étaient	les	


























Figure	7	 –	 Exemple	de	 sélection	d’un	marquage	 synaptique	PSD95	après	 avoir	 défini	 les	
critères	de	sélection	des	densités	post-synaptiques	présumées.	A	 :	acquisition	originale	de	
l’immunomarquage	PSD95	;	B	:	masque	généré	par	le	logiciel	Image-J	;	C	:	Extraction	du	signal	
correspondant	 uniquement	 à	 celui	 de	 PSD95	 ;	D	 :	 Superposition	 du	 masque	 PSD95	 sur	
l’acquisition	originale.	Echelle	=	250µm	
	
													L’analyse	 des	 acquisitions	 pour	 les	 marqueurs	 VGluT2	 et	 SYT1	 a	 été	 strictement	










des	 immunocytochimies	 ont	 été	 effectuées	 dans	 le	 but	 de	 quantifier	 les	 varicosités	








parfaitement.	 Cela	 suggère	que	 la	 grande	majorité	 des	 varicosités	 axonales	 sont	 bien	des	
terminaisons	axonales	ayant	à	tout	le	moins	une	partie	de	la	machinerie	protéique	essentielle	
à	la	libération	des	neurotransmetteurs	par	exocytose.	Egalement	dans	la	figure	8A,	il	possible	












Figure	 8	 –	 Immunomarquage	 GFP,	 PSD95	 et	 SYT1	 au	 niveau	 d’un	 segment	 axonal	















colocalisent	 avec	 le	 signal	 PSD95	 alors	 qu’après	 14	 jours	 de	 culture	 environ	 20%	 des	
varicosités	GFP	positives	colocalisent	avec	 la	protéine	PSD95.	Cette	colocalisation	entre	 le	






















colocalisent	 avec	 la	protéine	PSD95.	Après	14	 jours	de	 culture,	 la	 colocalisation	 entre	 les	
varicosités	GFP	et	PSD95	atteint	près	de	20%	et	met	en	avant	le	développement	des	synapses	
en	fonction	du	temps	et	donc	de	la	croissance	des	neurones.	Enfin,	les	résultats	obtenus	pour	

















les	 résultats	 obtenus	 pour	 le	 triple	marquage	 révèlent	 qu’environ	 90%	des	 terminaisons	





















												Dans	 cette	 étude	 nous	 avons	 combiné	 des	 approches	 de	 cultures	 primaires	 de	
neurones	DA	avec	des	approches	immunohistochimiques	associées	à	de	l’imagerie	confocale	
pour	 mettre	 au	 point	 une	 méthode	 de	 quantification	 des	 varicosités	 synaptiques	 et	
asynaptiques.		
	








SYT	 1	 est	 impliquée	 dans	 le	 processus	 d’exocytose	 qui	 consiste	 en	 la	 fusion	 entre	 la	
membrane	vésiculaire	contenant	le	neurotransmetteur	et	la	membrane	présynaptique.	Une	
entrée	de	calcium	due	à	un	potentiel	d’action	va,	en	se	fixant	sur	la	protéine	SYT1,	permettre	













• Les	 neurones	 DA	 sont	 très	 majoritairement	 asynaptiques	 par	 rapport	 aux	
neurones	glutamatergiques	du	cortex	
	
													Dans	 un	 second	 temps	 les	 résultats	 obtenus	 avec	 notre	 méthode	 d’analyse	 et	 de	
quantification	 montrent	 que	 les	 neurones	 dopaminergiques	 sont	 très	 majoritairement	
	 37	





													Une	 hypothèse	 que	 nous	 considérons	 présentement	 pour	 expliquer	 le	 caractère	
asynaptique	 des	 neurones	 DA	 du	 mésencéphale	 est	 que	 possiblement,	 l’expression	 des	
protéines	présynaptiques	(Neurexines,	1,	2,	3	et	PTP-S)	et	postsynaptiques	(Neuroligines	1,	
2,	3	et	Trk-C)	impliquées	dans	la	formation	et	le	maintien	des	synapses	serait	plus	faible	en	
comparaison	 à	 des	 neurones	 purement	 synaptiques	 comme	 les	 populations	 de	 neurones	
glutamatergiques	 ou	 GABAergiques.	 Des	 travaux	 additionnels	 doivent	 maintenant	 être	
entrepris	pour	évaluer	ceci	directement	
	
														L’une	 des	 limites	 observées	 de	 la	 technique	 utilisée	 ici	 concerne	 la	 résolution	 des	
images	 acquises.	 Notre	 méthode	 suggère	 que	 lorsque	 l’on	 retrouve	 une	 colocalisation	
parfaite	d’un	signal	 issu	d’un	marqueur	présynaptique	avec	un	signal	 issu	d’un	marqueur	











montrent	 des	 terminaisons	 synaptiques	 possiblement	 glutamatergiques.	 Les	 résultats	
obtenus	 dans	 cette	 étude	 indiquent	 qu’environ	 20%	 des	 varicosités	 colocalisent	 avec	 la	
protéine	 PSD95	 suggérant	 que	 ces	 varicosités	 sont	 glutamatergiques	 et	 expriment	 le	
transporteur	 VGluT2.	 Or,	 il	 est	 intéressant	 de	 rapporter	 que	 les	 travaux	 de	 Stuber	 et	 al,	
publiés	en	2012	ont	montré,	par	des	approches	d’optogénétique	et	d’électrophysiologie	sur	
tranche,	que	les	neurones	DA	issus	de	la	SNc	et	projetant	vers	le	striatum	dorsal	ne	libéraient	
pas	 de	 glutamate.	 L’une	 des	 explications	 possibles	 est	 que	 les	 conditions	 expérimentales	
favoriseraient	plus	 facilement	 l’expression	de	VGluT2	au	sein	des	neurones	DA	de	 la	SNc.	
Cette	conclusion	est	compatible	avec	des	résultats	antérieurs	du	laboratoire	Trudeau	(Dal	Bo	
et	al.,	2004	;	Mendez	et	al.,	2008).	L’utilisation	du	tri	cellulaire	automatisé	et	la	mise	en	culture	
























activité	métabolique	plus	 importante	par	 rapport	 aux	neurones	DA	de	 l’ATV	ou	du	bulbe	
olfactif	chez	la	souris.	En	effet,	l’étude	de	Pacelli	et	al	publiée	en	2015,	révèle	que	les	neurones	
DA	de	la	SNc	possèdent	un	niveau	basal	de	stress	oxydatif	plus	important	mais	aussi	densité	
mitochondriale	 plus	 élevée	 au	niveau	de	 l’axone	 et	 cela	 par	 rapport	 aux	neurones	DA	de	
l’ATV.	 Enfin,	 cette	 étude	 a	 démontré	 que	 la	 longueur	 des	 prolongements	 axonaux	 des	
neurones	DA	de	la	SNc	était	deux	fois	plus	importante	que	celle	des	neurones	DA	de	l’ATV	et	
trois	fois	plus	grande	par	rapport	aux	neurones	DA	du	bulbe	olfactif	après	7	jours	in	vitro.	
Ainsi,	 les	 neurones	 de	 la	 SNc	 auraient	 tendance	 à	 avoir	 une	 activité	 métabolique	 plus	
importante	 due	 à	 leur	 arborisation	 axonale	 complexe,	 favorisant	 ainsi	 la	 production	 en	
	 40	
grande	quantité	d’espèces	oxygénées	 réactives	 (ROS).	Finalement,	 ces	 travaux	mettent	en	
avant	 que	 la	 production	 importante	 de	 ROS	 par	 les	 neurones	 DA	 de	 la	 SNc	 dû	 à	 leurs	






nous	 souhaitons	 identifier	 certaines	 des	 protéines	 clés	 impliquées	 dans	 la	 formation	 des	
synapses	des	neurones	DA.	Pour	ce	faire,	des	souris	TH-GFP	seront	utilisées	dans	le	but	de	
purifier	des	neurones	DA	de	la	SNc	et	de	l’ATV	par	tri	cellulaire	automatisé.	La	technique	de	




les	 neuroligines	 et	 les	 Trk-C.	 Par	 la	 suite,	 nous	manipulerons	 à	 la	 hausse	 (surexpression	
















des	neurones	DA	dans	 la	MP	est	en	partie	associée	à	 leur	caractère	 très	asynaptique.	Ces	
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